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TARIFNAME 

Mikobakteri Tiirii Saptanmasi icin Molekul Boyu Belirleyicileri 

Bulusun ilgili oldug y tdcnjk alam Ba ? ta Mycobacterium tuberculosis olmak uzere 9 esitli 
mikobakteri turleri insanlarda enfeksiyonlara yol a 9 abilmektedir. Farkh tOrlerle ortaya 9 ,kan 
5 enfeksiyonlann tedavilerinde kullamlan ila 9 turleri 9 ok degi § kenlik gSsterebilmektedir Bu 
nedenle hastalardan ahnan klinik Smeklerden elde edilen mikobakterilerin tiplendirilmesi 
biiyuk 6nem tajimaktadir. Mikroorganizmalann bir 9 ogu kulturde 3 ila 8 hafta gibi uzun 
surelerde uredikleri icin, kiilture dayah pigment olu ? turma ve biyokimyasal 6zelliklere 
dayah klasik tiplendirme yontemleri de hem uzun sure almakta hem de kesin sonu 9 
10 vermemektedir. Son yzllarda birka 9 gun icerisinde sonu 9 veren cesitli molekuler tiir saptama 
yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan hsp65 geninin 441 baz 9 iftlik bir bolumunun polimeraz 
zincirleme tepkimesi. ile 9 ogaltxlmasi ve BstEII ve Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilerek 
mcelemesine dayanan yontem, hizh, ucuz ve kolay olmas: nedeniyle giderek daha yaygm 
kullanima girmektedir. Bu yontemin zayif noktalanndan bin, restriksiyon enzimleri ile 
kesilmis 9 ogaltma urunlerinin elektroforez ile aynstinlarak incelenmesi sxrasmda elde edilen 
DNA par 9 alannm boylanmn 6l 9 ulmesini saglayan uygun bir molekul boyu belirleyieisinin 
bulunmamasidir. Bu bulusun konusu, bu soruna 9 6ziim bulmak uzere hazirlanmis, BstEII ve 
Haelll enzimleri ile kesilerek elde edilen par 9 alann boylanmn kolayca yorumlanmasim 
saglayan molekul boyu belirleyicileridir. Bulus konusu molekul boyu belirleyicileri 
mikobakteri turlerinin saptanmasmda kullamlan yontemin elektroforez asamasmda DNA 
par 9 alanmn boylanmn dogru ve kolay 6l 9 ulmesini saglamaktadir. Molekuler mikrobiyoloji 
konusu i 9 inde degerlendirilebilecek olan bu urunlerin bir hastahk tamsj konmasi ile ilgisi 
yoktur. 

Mikobakteriler arasmda en onemli enfeksiyon etkeni Mycobacterium tuberculosis. h^nsini 
dunyada yaklasxk iki milyar ki ? i tasxmaktadxr. Her yd on milyon kisi bu bakterinin neden 
oldugu tuberkuloz hastahgma yakalanmakta ve u 9 milyon kisi bu hastahktan dlmektedir. 
Tiiberkulozlu hastalann erken saptanmasa ve uygun tedavisi, bulasma zincirinin kinlmasi ve 
tuberkiilozun kontrolu a 9 ismdan yasamsal onem tasir. Etkin bir tedavi yap.labilmesinde 
hastalardan elde edilen mikobakterilerin tiplendirilmesi ve antituberkiiloz ila 9 lara 
30 duyarhhklarmm belirlenmesi 9 ok onemiidir. 

Mycobacterium tuberculosis, tuberkuloz olgulanmn buyiik 9 ogunlugundan sorumlu 
olmasma karsm, bir 9 ok baska mikobakteri tiirii insanda enfeksiyona yol a 9 abilmektedir. 
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"Atipik mikobakteri" veya "tuberculosis disi mikobakteri" ach verilen bu bakteriler 
bagi ? ikhk sistemi baskilannns hastalarda sikhkla gSriilen enfeksiyon etkenleri arasmda yer 
ahr. Cevrede ( 9 esme suyu dahil) cok cesWi mikobakteri tiirleri bulunur ve hastalik tarns, i 9 in 
• yapUan kulturleri kontamine edebilirler. Kultiirlerde mikobakteri iiredigi zaman tiirunun 
5 saptanmasi iki ana nedenden dolayi onem tasir. Oncelikle ureyen turiin patojen olup 
olmadiginin belirlenmesine olanak verir. Ancak daha 6nemlisi tedavide kullamlacak olan 
Uac rejimmin dogru belirlenmesini saglar. M. tuberculosis 'e etkili ilaclar 9 ogu kez baska 
mikobakterilere etkili degildir ve tedavi baska ilaclar gerektirir. 

Bir 9 ok mikobakteri turii uremek i 9 in haftalar gerektirdiginden, tireme hm, koloni 
10 morfolojisi, karanbk ve aydmhkta pigment olusturma ve cesitli biyokimyasal testlerin 
degerlendirildigi klasik kultur yontemlerine dayalx tiplendirme de haftalar, hatta aylar 
alabilmektedir. Bu kadar uzun surmesine karsm kiilture dayali tiplendirme 9 ogu kez 
mikobakteri tiir isminin tarn olarak konmasinda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenlerden dolay, 
tiir saptamasini daha kesin ve daha kisa siirede saptayacak molekaier tarn yontemleri 
15 geli§tirilmi?tir. 

Mevcut molekiiler kitler, mikobakterilerden 9 ogaltilmis nOkleik asitlerin 6zgul proplar ile 
tamnmasi esasina dayanmaktadir. Bunlar her bir turiin belirlenmesi i 9 in ayri bir ozgiil prop 
ve deney gerektirdigi i 9 in hem uygulamasi 9 ok emek gerektirmekte hem de maliyeti yuksek 
olmaktadir. Bu nedenle bunlar sadece birkac turiin saptanmasi ile simrh kalmaktadir. 
Hsp65 PCR-REA ySntemi kulttirde iiretilmis mikobakterilerden hatta (yeterince mikobakteri 
varsa) dogrudan hasta orneklerinden turiin tarn olarak kisa siirede saptanmasini 
saglamaktadir. Hsp65 gem tOm mikobakterilerde bulunmakla birlikte bir ttirden digerine 
DNA dizi farklihklan gostermektedir. Bu farkhhklar 6zgiil DNA dizilerini tamyip DNA'yi 
bu noktalardan kesen restriksiyon enzimleri ile ortaya 9 ikartilmaktadir. 
Bu yontemde Hs P 65 geninin 441 baz 9 iftlik bir kismi once PGR ile mikobakteriden 
9 ogaltilir. gogaltma uriinu iki tupe paylashrilir. BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleri ile 
ayn ayn kesilir. Kesim sonucu elde edilen DNA par 9 alari elektroforezle molekul agirhk 
standartlari esliginde aynstinlarak incelenir. Elde edilen par 9 alann buyuklukleri, molekul 
agirhk standartlanndaki buyukliikleri bilinen DNA molekulleri ile kiyaslanarak belirlenir 
Bulus konusu molekul boyu belirleyicileri, restriksiyon kesimlerinden gelmesi olasi olan ttim 
par 9 alarla tarn aym biiyOklukte P ar 9 alar icermekte, bSylece karsilastirma islemini 9 ok 
kolaylastirmaktadir. 
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Onceki (iriinler (molekuler bov belirleyicileri): 

Molekuler biyolojide m elektroforez, makromolekullerin boylannin belirlenmesinde yaygin 
olarak kullarulan bir yontemdir. Bu yontemde gozenekler olu§turan bir jel i9erisinde elektrik 
yuklii mblekiiller, elektrik gerilimi uygulanarak yiirutultirler. Bu sirada molekuller 
buyiikluklerine gore gozeneklerden geferken kar§ila§tiklan dirence gore farkli hizlarda 
ilerlerler. DNA molekulleri i9in bu hiz boylannin logaritmasi ile ters orantihdir. 
Elektroforez ile ayn$tinlan DNA parfalannin boylari, aym jelde yurutulen ve i9erdigi DNA 
par9alarimn boylari Gnceden bilinen, molekiil boyu belirleyicileri ile kar§ila§tinlarak 
saptanir. Incelenen DNA par9alanmn boylannin dogru belirlenebilmesi i9in molekuler boy 
belirleyicilerinin bu par9alara mtimkun oldugunca' yakin boylarda, ideal olarak da ayni 
boylarda par9alar i9ermesi gerekmektedir. 

Mikobakterilerin turlerinin belirlenebilmesi i9in polimeraz zincirleme tepkimesi (polymerase 
chain reaction -PCR-) ile 9ogaltilan hsp65 geninin 441 baz9iftlik boliimunun BstEII ve 
HaelH restriksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen par9alann elektroforezle incelenmesi 
sirasinda bugiine dek kullanilan molekiil boy belirleyicileri dogru ve kolay o^iim yapabilme 
olanagmi saglamaktan uzaktir. 

Molekul boy belirleyicileri 9ogunlukla kolay iiretilen ve kromozomlari kti9uk bakteriyofaj 
(bakteri virusii) DNA'larimn restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucunda elde edilir. 
Mikobakteri turlerinin saptanmasinda hsp65 geninin PCR ile 9ogaltilmasi ve restriksiyon 
enzim analizi (REA) ile incelenmesinde en sik olarak E. coli'de 9ogaltiIan OX174 
bakteriyofaj DNA'simn Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda elde edilen 
molekul boyu belirleyicisi kullamlmi§tir. Bu boy belirleyici 1352, 1078, 872, 603, 310, 281, 
271, 234, 194,118, 72 baz9ift boylarmda toplam 11 adet DNA par9asi i9ermektedir. 
Mikobakteri tiirierinin belirlenmesinde kullanilan PCR-REA yonteminde, genellikle 50-200 
baz9ift boy arahgmda molekiil boylari birbirine yakin, 90k sayida DNA par9asi ortaya 
9ikmaktadir. OX174/HaeIII molekul boyu belirleyicisinde bu arahkta az sayida DNA par9asi 
bulundugundan, incelenen par9alarin boylannin tarn olarak 6l9ulmesinde yetersiz 
kalmaktadir. Daha az kullanilmakla beraber OX174/HinfI molekul boy belirleyicisi bu 
aralikta nispeten daha fazla sayida DNA par9asi i9ermekle birlikte bu par9alarin boylari 
mikobakteri tiplendirilmesinde ortaya 9ikan bantlardan farkhdir. <DX174/HinfI 726, 713, 
553, 500, 427, 417, 413, 311, 249, 200, 151, 140, 118, 100, 82, 66, 48, 42, 40 ve 24 baz9ift 
uzunlugunda par9alar i9ermektedir. 
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DNA par 9 alanmn elektroforezdeki hizlannin temel belirleyicisi boylari olmasma karsin 
nakleotit icerikleri de (GC/AT orani) bir miktar hizi etkilemektedir. Mikobakteri 
DNA'lannin GC/AT orani molekuler boy belirliyicilerin hazirlanmasinda kullanilan 
bakteriyofaj DNA'larindan olduk 9 a farklidir. Bu durum elektroforez ile karsila § tirmada 
mikobakteri DNA parcalannin boylarimn yorumlanmasmda yamlmalara yol a9abilmektedir. 
Bulus konusunun amaci: 

Bu bulusun amaci, mikobakterilerin turlerinin belirlenebilmesi icin PCR ile cogaltilan hsp65 
geninin 441 baz 9 iftlik bolumiinun BstEII ve Haelll restriksiyon enzimleri ile kesilerek elde 
edilen parcalann elektroforezle incelenerek boylarmm belirlenmesini dogru ve kolay bir 
sekilde yapilmasim saglayacak molekul boyu belirleyicilerinin eldesidir. Elde edilen iki uriin 
Marker-B ve Marker-H olarak kisaca isimlendirilmis olup, bilinen urunlerden farkh olarak 
Marker-B 441, 325, 231, 210, 131, 116, 94 ve 79 bazcift boylannda 8 cesit DNA molekulu 
icermektedir (Resim 1). 

Marker-H 185, 161, 152, 139, 127, 103, 87, 69, 59, 58, 42, 40, 36, 34 olmak iizere 14 cesit 
1 5 DNA molekulu icermektedir (Resim 2). 

Resim 1 'de Marker B ve cesitli mikobakteri turlerinin hsp65 genlerinin PCR ile cogaltilip 
BstEII enzimi ile kesilerek elde edilmis parcalannin %6 poliakrilamid jelde elektroforez ile 
aynstinldiklarinda olusturduklan bantlar gosterilmistir. 

Resim 2'de Marker H ve 9 esitli mikobakteri turlerinin hsp65 genlerinin PCR ile fogaltilip 
Hae III enzimi ile kesilerek elde edilmis parcalarimn %8 poliakrilamid jelde elektroforez ile 
aynstinldiklarinda olusturduklan bantlar gosterilmistir. 
Bulus konusunun aciklamasi • 
Molekul boyu belirleyicilerin elde edilmesi: 

Marker-B 'nin hazirlanmasi i f in M. simiae, M. smegmatis, M. gallinarum, M. intracellulare, 
M terrae; Marker-H hazirlanmasi icin ise M. tuberculosis, M. simiae, M. gallinarum, M. 
chitae, M. xenopi kullanildi. 
Mikobakterilerden DNA elde edilmesi: 

Bakterilerden DNA izolasyonu icin, taze kultiirde iiretilmi§ bakteri kolonileri TE (lOmM 
Tns pH 8.0, ImM EDTA) tamponu i9erisinde suspansiyon haline getirildi. Santrifiijle 
12000g'de 1 dakika fevrilerek cokturiildii ve flst sivi uzaklastinldi. Aym islem iki kez daha 
tekrarlanarak bakteriler yikandi. En sonunda elde edilen bakteri cokeltisi iizerine 250pl TE 
tamponu konarak tekrar suspansiyon haline getirildi. Tupler kaynar su banyosunda 20 dakika 
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bekletildi. Tekrar santrifuj edilerek hucre artiklan gokturuldu. DNA'yi iferen ust sivi temiz 
bir tupe aktanldi ve hsp65 genlerinin PCR ile 9ogaltilmasinda kalip olarak kullanildi. 
PCR ile hsp65 geninin fogaltilmasi: 

Mikobakterilerden elde edilen kalip DNA'lar, taq polimeraz enzimi, deoksinukleotit 
5 trifosfatlar, uygun tampon fozelti ve TB11 (5' ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT 3'), 
TB12 (5' CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT 3') primerleri ile uygun oranda kan§tinldi. 
Tupler sicaklik dongu cihazma yerle§tirilerek once 94°C'da 5 dakika denaturasyon i?in 
tutulduktan sonra, 95°C'da 30 saniye denaturasyon, 54°C'da 45 saniye baglanma ve 72°C'da 
90 saniye polimerizasyon olmak iizere 40 dongu yapildi. En sona eksik kalan zincirleri 
10 tamamlamak iijin 72°C'da 10 dakika bekletme eklendi. 
DNA 9ogaltma uriinlerinin safla§tinlmasi: 

Mikobakteri DNA'lannda PCR ile fogaltilan hsp65 geninin 441 bazfiftlik bolgeleri %1'lik 
agaroz jelde elektroforezle ayn§tinldi ve etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole i§iginda 
gorunur hale getirildi. Bu uriinleri i9eren bantlar kesilerek jelden 9ikartildi. Jel sodyum 
15. iyodur 96zeltisi ile isitilarak eritildi ve DNA'lar cam tozuna baglanarak 96kturuldu. Birka9 
kez yikandiktan sonra steril deiyonize su ile DNA molekullerinin camdan aynlmasi saglandi. 
Molekliler klonlama: 

Molekuler klonlama amaci ile "pGEM-T easy" PCR iirunlerini klonlama vektorii kullanildi. 
Safla§tinlan hsp65 gen bolgeleri pGEM-T easy plazmid vektoru ile bir araya kondu. Ligaz 
20 enzimi, uygun tampon ve ATP eklenerek hsp65 genlerinin pGEM-T easy plazmidine 
baglanmasi saglandi. Elde edilen klonlanmi§ plazmidler ile daha onceden kompetan hale 
getirilmi§ E. coli JM109 hiicreleri transforme edildi. Transforme bakteriler, kulturle 
90galtildi ve gerektik9e kullanilmak iizere stoklari yapilarak -85°C'de donduruldu. 
Plazmid izolasyonu: 

25 Stok bakterilerden taze kultur hazirlandi. Sivi besiyerinde bir gece uretilen bakteriler 
plazmid izolasyonu i9in kullanildi. Plazmidler alkali lizis yontemiyle safla§tinldi. Bu 
ama9la, glukoz-tris-EDTA 96zeltisinde suspansiyon haline getirilen bakteriler, NaOH-SDS 
96zeltisi ile par9alandi. Hiicre duvan, proteinler ve kromozomal DNA'lar potas^m asetat 
96zeltisi ile 96kttiruldu. Ust sividaki plazmid RNA kan§imi temiz bir tupe aktanldi. RNA'lar 

30 RNAz enzimi eklenerek par9alandi. 

Molekiil boyu belirleyicilerinin hazirlanmasi: 

Safla§tirilan, hsp65 geni klonlanmi§ plazmidler kalip DNA olarak kullanilarak yukanda 
anlatildigi §ekilde PCR ile 441 baz9iftlik bolge 90galtildi. Marker-B i9in M. simiae, M. 
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smegmatis, M. gallinarum, M. intracellular, M terrae'den klonlanmis hsp65 geni cogaltma 
iiriinleri bir tupte BstEII enzimi ve uygun tamponu ile kanstinldi ve 60°C'de bir gun 
bekletildi. Marker-H hazirlanmasi i 5 in ise M. tuberculosis, M. simiae, M. gallinarum, M. 
chitae, M. xenopi'den klonlanmis hsp65 geni 9 ogaltma iiriinleri bir tupte Haelli enzimi ve 
uygun tamponu ile kari§tmldi ve 37°C'de bir giin bekletildi. Elde edilen kesim iiriinlerine jel 
yukleme tamponu eklenerek elektroforeze hazir hale getirildi. Bu sekilde elde edilen Marker- 
B yorumlamada yardimci olan 441, 325, 231, 210, 131, 116, 94 ve 79 bazcift boylarmda 8 
? esit (Resim A), Marker-H ise 185, 161, 152, 139, 127,. 103, 87, 69, 59, 58, 42, 40, 36, 34 
olmak vizere 14 cesit (Resim B) DNA molekulii icermektedir. 



6 



ISTEMLER 

1- Bir molekul boyu beiirleyicisi olup, iiriinun ozelligi 441, 325, 231, 210, 131, 116, 94 ve 
79 bazcift uzunlugunda DNA molekiilleri icermesidir (Marker-B, Resim 1). 

2- istem l'de belirtilen molekul boyu belirleyicisinin iiretim prosesi mikobakterilerden DNA 
5 elde edilmesi, PCR ile hsp65 geninin cogaltilmasi, DNA cogaltma iiriinlerinin 

saflastinlmasi, molekuler klonlama, plazmid izolasyonu, restriksiyon enzim kesimi ve 
molekul boyu belirleyicilerinin hazirlanmasindan ibarettir. 

3- Istem l'de belirtilen molekul boyu belirleyicisinin hazirlanmasi icin kullanilan 
mikobakteriler, istenen boyda restriksiyon kesim parcalarim olusturacak mikobakteri 

1 0 turleridir. 

4- istem 3'de belirtilen molekul boyu belirleyicisinin hazirlanmasi icin kullanilan bakteri 
turleri M. simiae, M. smegmatis, M. gallinarum, M. intracellulars M terrae'dir. 

5- istem 2'de belirtilen hsp65 geninin PCR ile cogaltilmasi isleminde TBll (5' ACC AAC 
GAT GGT GTG TCC AT 3'), TB12 (5' CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT 3') primerleri 

15 kullanilir. 

6- Istem 2'de kullanilan restriksiyon enzimi BstEIFdir. 

7- istem l'de belirtilen molekul boyu beiirleyicisi, mikobakteri turlerinin tanimlanmasinda 
kullanilan hsp65 PCR-REA yonteminin elektroforez asamasinda BstEII restriksiyon enzim 
kesimi sonucunda elde edilen DNAparca boylarinin belirlenmesinde kullanilir. 

20 8- Bir molekul boyu beiirleyicisi olup, uriintin ozelligi 185, 161, 152, 139, 127, 103, 87, 69, 
59, 58, 42, 40, 36, 34 bazcift uzunlugunda, DNA molekiilleri icermesidir (Marker-H, Resim 
2). 

9- istem 8'de belirtilen molekul boyu belirleyicisinin iiretim prosesi mikobakterilerden DNA 
elde edilmesi, PCR ile hsp65 geninin cogaltilmasi, DNA cogaltma uriinlerinin 

25 saflastinlmasi, molekuler klonlama, plazmid izolasyonu, restriksiyon enzim kesimi ve 
molekul boyu belirleyicilerinin hazirlanmasindan ibarettir. 

10- istem 8'de belirtilen molekul boyu belirleyicisinin hazirlanmasi icin kullanilan 
mikobakteriler, istenen boyda restriksiyon kesim parcalarim olusturacak mikobakteri 
turleridir. 

30 11- istem 10'da belirtilen molekul boyu belirleyicisinin hazirlanmasi icin kullanilan bakteri 
turleri M. tuberculosis, M. simiae, M. gallinarum, M. chitae, M. xenopi'dir. 
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12- Istem 9'da belirtilen hsp65 geninin PCR ile cogaltilmasmda TBI 1 (5' ACC AAC GAT 
GGT GTG TCC AT .3'), TB12 (5' CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT 3') primerleri 
kullamhr. 

13- tstem*8'de kullarulan restriksiyon enzimi HaeHI'diir. 

14- Istem 8'de belirtilen molekul boyu belirleyicisi, mikobakteri turlerinin tanimlanmasmda 
kullanilan hsp65 PCR-REA yonteminin elektroforez asamasmda Haelll restriksiyon enzim 
kesimi sonucunda elde edilen DNA parca boylarmin belirlenmesinde kullamhr. 

26.09.2002 
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